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摘要:为了解大黄鱼在抗溶藻弧菌感染时免疫功能的变化规律,将 160尾健康大黄鱼分为感染
组和对照组,通过腹腔分别注射 0. 2 m L浓度为 2 @ 107 CFU # m L - 1的溶藻弧菌和灭菌生理盐
水,在注射 0, 1, 3, 7, 11, 15, 19 d后从两组各取 6尾大黄鱼,尾静脉取血, 进行外周血的血相、
NBT阳性细胞数、血清抗菌活力、抗体效价等免疫学指标的测定。结果显示: 在人工感染的初
期,感染组大黄鱼外周血的红细胞、白细胞、淋巴细胞和 NBT阳性细胞的数量及血清抗菌活力
等指标均较对照组有显著提高; 在注射后 1 d外周血粒细胞的数量显著低于对照组;抗体效价
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Effect of experim ental infection w ith Vibrio alginoly ticus on immune
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Abstract: To investigate the effect o f experim enta l infection w ith Vibrio algino ly ticus on imm une param e ters
of P seudosciaena crocea, one hundred and six ty hea lthy f ish w ere catego rized into infected and contro l
groups. Each f ish in infected g roup w as in jected intraperitonea lly w ith 0. 2 m L o f bacteria suspension w ith a
concen trat ion o f 2 @ 107 CFU # m L - 1, w hile each f ish in contro l group w as injected .i p. w ith 0. 2 m L o f
ster ile sa line so lution. P. crocea in bo th g roupsw ere sacrif iced at 0, 1, 3, 7, 11, 15 and 19 d po s-t in ject ion
to eva luate imm une param eters such as haem ato cy te count ing, NBT-positive cells, serum ant ibacter ia l
activ ity, and serum ant ibody titer. The resu lts show ed tha:t exper im en tal in fection w ith V. alg inolyticus
w ou ld increase the num bers o f ery throcy tes, leucocy tes, lym phocy te s in peripheral b lo od a s w ell as
periphera l serum antibacteria l activ ity and antibody titer o f P. crocea, and reduce periphera l blood
granulocy tes num ber sign if icantly, in com parison w ith tho se in con tro l g roup. These results suggested tha t
after infected by V. alg inoly ticus, P. crocea w ould enhance its resistance to the invaded bacteria by m eans
such as ery thro cy te and leucocy te pro liferat ing, antibacterial substance excreting, antibod ie s synthe sizing;
non-specif ic imm une facto rs including ant ibacteria l substance in peripheral b lo od p layed an im po rtant ro le a t
the initial stages o f infection, and then spec if ic imm une facto rs such as an tibody p layed an im po rtant ro le a t
the later stage s; the num ber o f NBT positiv e cellw as a good indica tor o f bacteria l infec tion.
Key words: P seudosciaena crocea; V ibrio alg inoly ticus; haem atocyte counting; NBT-positive ce lls;
antibacteria l activ ity; antibody titer







( Vibrio alg inolyticus)引起的弧菌病是养殖大黄鱼
最常见的传染性疾病之一,其发病率和死亡率高,
给大黄鱼养殖业带来严重的经济损失






























体重 350~ 500 g左右的健康大黄鱼 160尾,
购自厦门刘五店大黄鱼养殖渔排, 分两组暂养于
集美大学海水养殖场, 每池 80尾。每天换水、投






, 保存于本实验室 - 80 e 超低温冰
箱。感染前 1天接种于含 2% N aC l的营养琼脂斜
面, 30 e 过夜培养,用灭菌生理盐水洗脱菌苔, 稀
释至 2 @ 107 CFU # mL - 1备用。
1. 3 注射和采样
大黄鱼经过丁香酚麻醉后,感染组每尾通过
腹腔注射 0. 2 m L上述菌悬液, 对照组每尾注射
0. 2 m L灭菌生理盐水。
在感染后 0, 1, 3, 7, 11, 15, 19 d分别从感染
组与对照组随机各取 6尾大黄鱼,从尾静脉取血,
每尾鱼先取 0. 4 m L血液与 0. 1 m L肝素混合, 其








计数: 20 LL抗凝血经 3. 98 m L血液稀释液稀释
和染色后,在光学显微镜下分别计数血球计数板
5个中方格中的红细胞和白细胞数量, 每个样品






醇固定 2~ 3 m in,用蒸馏水冲洗并晾干,用瑞氏染





的方法:将 0. 2 g NBT溶
于 100 m L的无菌生理盐水中制得 NBT贮藏液,
与含 1 m g# m L - 1葡萄糖的磷酸盐缓冲液 ( PB S,
0. 15 m o l# L- 1, pH 7. 2)等量混合得到 NBT应
用液。将 50 LL的抗凝血滴在 1个干净的盖玻片
上,在 30 e 湿盒中温育 30 m in, 用 PB S ( 0. 067
m o l# L- 1, pH 6. 4)轻轻洗去大部分红细胞。将
1滴 NBT应用液滴于载玻片上,并将上述盖玻片





1. 6 血清抗菌活力 (Ua)测定




菌 PBS( 0. 1 m o l# L- 1, pH 6. 4)洗脱, 并调整菌
浓度至 10
6
CFU # mL- 1。0. 3 mL菌悬液与等量
大黄鱼血清或者无菌蛋白胨水 ( 10 g蛋白胨, 5 g
N aC l溶于 1 000 mL蒸馏水中, pH 7. 2,作为空白
对照 )混合, 30 e 水浴振荡 30 m in后用平板菌落
计数法测定菌浓度。血清抗菌活力 ( U a)依照下
面的公式进行计算:




[ 11- 12 ]
的方法进行间接酶联免
疫吸附 ( ELISA )检测血清抗体效价。在酶标板各





)或者生理盐水 (作为阴性对照 ) , 60 e 烘干
包被, 用含有 0. 5% Tw een- 20的磷酸盐缓冲液
( PBS- T, pH 7. 4)洗涤 3次后, 各孔加满含 5%
牛血清白蛋白的 PBS, 37 e 封闭 1 h, PBS- T洗
涤 3次, 各孔加入系列稀释的大黄鱼血清 0. 1
mL, 37 e 温育 1 h, PBS- T洗涤 3次,再加入本实
验室制备的兔抗大黄鱼 IgM血清
[ 12]
( 0. 05 m o l#
L
- 1
的 PBS稀释 10 000倍 ) 0. 1 m L, 37 e 温育 1
h, PBS- T洗涤 3次,然后加入羊抗兔 IgG - HRP
(稀释 1 000倍 ) 0. 1 mL, 37 e 温育 1 h, PBS- T洗
涤 3次, 各孔加入 0. 1 mL新鲜配制的邻苯二胺
( OPD )底物溶液, 37 e 避光温育 30 m in, 加入 2







计数的结果如图 1所示。从图 1-a可以看出, 在
注射后 19 d内,虽然两组大黄鱼外周血中红细胞
数量都在 ( 8. 2 @ 105 ) ~ ( 10. 4 @ 105 ) mL- 1之间
波动, 但感染组的红细胞数量在注射后 1, 3, 7 d




数量略低于对照组,而在 3 d和 7 d感染组大黄鱼
的白细胞数量显著高于对照组 (P < 0. 05 ), 然后
在 15 d和 19 d两组又趋于一致,这说明溶藻弧菌
感染初期能引起大黄鱼白细胞的增殖。大黄鱼外
周血中淋巴细胞在人工注射后的数量变化规律如
图 1-c所示,在 3 d感染组大黄鱼外周血中淋巴细
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2. 2 注射溶藻弧菌对大黄鱼血液 NBT阳性细胞
数量的影响
人工注射后大黄鱼血液 NBT阳性细胞计数
的结果如图 2-a所示。在人工注射后的 1, 3, 7, 11
和 15 d,感染组大黄鱼外周血液 NBT阳性细胞数
量都高于对照组,其中在注射后 3 d和 7 d感染组




响   人工注射后大黄鱼血清抗菌活力的检测结
果如图 2-b所示, 在感染后的 1, 3, 7 d感染组血清
抗菌活力高于对照组, 其中在 1, 7 d两组存在显




响   注射后大黄鱼血清抗体效价的检测结果
如表 1所示,间接 EL ISA测得感染组的抗体效价
在 7 d开始增高, 在 15 d达到峰值 ( 1B5120); 而
对照组的效价在 1B160~ 1B320之间波动。在通
过试管凝集法检测得到的结果中, 感染组的血清
抗体效价也在 7 d开始增高, 15 d达到峰值 ( 1B
40) ,而对照组血清没有出现凝集现象。
图 1 注射溶藻弧菌或生理盐水后大黄鱼外周血血细胞数量变化
F ig. 1 The variation o f hem a to cy te num bers in pe riphera l b lo od of
P. crocea after in jec ted by V. a lginoly ticus o r sa line so lution
* 表示感染组和对照组之间存在显著性差异
* sign if ican tly d iff eren t b etw een tw o g roup s (P < 0. 05 )




























图 2 注射溶藻弧菌或生理盐水后大黄鱼外周血中 NBT阳性细胞数量和血清抗菌活力的变化
F ig. 2 The var ia tion o f NBT-positiv e cells and serum bacter ic ida l ac tiv ity
in per iphera l b lood o fP. crocea after in jected by V. algino ly ticus o r sa line so lution.
* 表示两组之间有显著性差异
* sign if ican tly d ifferen t betw een tw o group s (P < 0. 05)
表 1 注射溶藻弧菌对大黄鱼血清抗体效价的影响
Tab. 1 The effect of V. a lginolyticu s in jection on serum antibody titer of P. crocea
注射天数 ( d )












con tro l group
0 160 160 < 10 < 10
1 320 320 < 10 < 10
3 320 160 < 10 < 10
7 640 160 10 < 10
11 1280 320 20 < 10
15 5120 320 40 < 10
19 1280 320 10 < 10
































































































间接 EL ISA测得大黄鱼血清抗体效价高达 1B
5120,这说明间接 EL ISA的灵敏度高于试管凝集
法。由于间接 ELISA的灵敏度很高, 所以测得对
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